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論文内容要旨
 ペルオキシダーゼは,過酸化水素の存在下で種々の基質を酸化する酵素である。その存在は広
 く動物。植物界に及んでいるが,生理的にどのような働きを持っているかは必ずしも明らかでは
 ない。特に高等植物の組織は殆んど例外なくこの酵素を含んでいるにもかかわらず,これといっ
 た確かな生理作用は発見されていない。しかし,ペルオキシダーゼは,また,酸素の存在下でも
 NADH,アスコルビン臨レダクチン酸,インドール酢酸(IAA)等を酸化でき,ペルオキシ
 ダーゼのオキシダーゼ作用として知られている。特にNADHが基質の場合,溶液内の酸素濃度の
 変化に応じて周期的な酸化作用を示す。また基質がIAAの場合、この物質が植物の生長制御物質
 である事から,その破壊系としての存在意義が考えられ(IAA酸化酵素活性),共に興味深い問
 題である。
 この論文では,特にIAAの破壊系としてのペルオキシダーゼの作用に注目し,まず天然におけ
 る両者の関係を,次にペルオキシダーゼの諸性質を,最後にIAAとの反応の特徴をそれぞれ検討
 した。
 1シュウカイドウ地上塊茎形成誘導期における葉中IAA酸化酵素活性の消長
 ユ)シュウカイドウは典型的な短日反応によって地■ヒ塊茎を形成する。8時間日長の場合,
 塊茎誘導に必要な最少短日日数は2～3日で〃)るが,これに15分程度の光中断を暗期に
 挿入すると6日位になる。稟申の1側仕は,この最少短日日数と密接に関連して変動する。
 即ち,塊茎形成誘導期間中は1ん嬉tは減少の一途をたどり,誘導期が終ると又,増加しは
 じめる(江刺、長尾ら,1958-1964),この葉中IAA量の光周処理による変化は興味深
 く、その増減を、調節する系として,IA膿化酵素の存在が考えられたので,その活性変化
 を調べてみた。
 2)シュゥカィドゥ葉をドライアイスで凍結後,摩砕し,残滓を除去した上で透析する。透
 析後,pH.7、2で平衡化したDEAEセルローズカラムを通し、蛋臼を吸着させ,0.2M塩
 化ナトリウム溶液で溶出すると透明な酵素活性を持った分画が得られる。これを酵素溶液
 として,種々の性質を調べ,次のような結果を得た。(PDEAEからの溶出液は,IA婚孝化
 酵素活性とペルオキシダーゼ活性の両万を示した。(m両活性とも,酵素溶液を70℃,5
 分間の加熱で失活した。(mIAAに対するミハエリス定数(K那)は104M程度の値を示し,
 これは他のペルオキシダーゼ(西洋ワサビ、及び黄化エンドウ)のそれと一致する。IV}種
 々 の阻害剤でのKゼも亦・他のペルオキシダーゼのものと近い。(V)至適pHはIAAの場合,
 3～4であり,グアヤコールの場合7.3であった。
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 以上の結果から・シュウカイドウ葉中のIAA酸化酵素活性はペルオキシダーゼによるも
 のと結論された。
 3)短日処理の影響を知るためには,長日下のコィトト・ンで培養した一葉切枝を材料とし
 た。IAA酸化酵素活性は短日処理の開始後,2日目で対照の約3倍に増加し,その後,徐
 々 に減少し,元のレベルに戻る。光中断を与えた短日の場合には,6日目に最大活性のピ
 ークがあらわれる。これらのデータは葉中IAA量の短日処理における変動と丁度逆の関係
 に〃)り,1ん搬化酵素活性とIAA量とはやはり密接に関連しているようで〃)る事を示唆し
 ている。
 4)これらの事実は,少くともシュウカイドウの場合,フェノール系の阻害物質によって
 IAA酸化酵素活性が調節されているのではない事,短日処理によって酵素量が変化した事
 等を示しており,結局,ペルオキシダーゼが生理的にIAA最を訂1冒節する事は可能であろう
 と思われた。
 H黄化エンドウから抽出されたペルオキシダーゼの諸性質
 1)前報において,植物体内のペルオキシダーゼがIAA量を生理的に調節している可能性が
 示されたので,次に酵素目体の諸性質を知るために黄化エンドウ芽生えから酵素の抽出を
 試みた。黄化エンドウ芽生えは,はじめてIAA酸化酵素が発見された材料であるし,その
 後,生理現象が詳しく検討されているので材料としてふさわしいと思われた。
 2)4kgの芽生えをミキサーで摩砕後,硫安で塩析、沈澱した壷口をあつめ,0、01M緩衝
 液(pH7・4)に対して透析した。透析された溶液はAmberllteCG-50のカラムを
 通すと赤い帯状となって蛋臼が吸着された。これを溶出すると,極大吸収が,405,500,
 640mμにあるペルオキシダーゼが得られた。通過液はpH6.0にしてAmberlltcCG
 -50のカラムを通すと,極大吸収が421及び530mμにあるペルオキシダーゼが得られた
 が,これは1ケ月位冷凍室に保存しておくと,r吸収が405mμに変化した。通過液は,更
 にpH4.0にしてCMセル・一ズにかけると,極大吸収が405,500及び640mμにあるペ
 ルオキシダーゼが得られた。
 3)以上3種類のペルオキシダーゼが得られた。そのうちr吸収帯が421mμにある蛋白は,
 b型のペルオキシダーゼであるが,405mμにある蛋白は,b型の変性したものか(中島ら
 の研究によると,ペルオキシダーゼのヘム鉄の第6位にシアンが結合したものがb型であ
 るが,己れがはずれると一見a型を示す),a型のものか,不明だったのでその同定を行
 った。電気泳動にかけると3者ともpH4.0でのみ泳動され,同様の帯に分離した。KCNに
 対する親和性は3者とも10-5Mの値を与えた。これらの結果から,405mμに吸収極大を
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 示したものは,精製中に配位子であるシアンがはずれてしまったb型のペルオキシダーゼ
 である事が明らかになった。従って,吸収極大421mμのものをb,405mμのものをb'と呼ぶ
 ことにした。
 4)酵素活性は両者聞に相違は見られなかった。至適pHはグアヤコール酸化の場合5、5,
 IAAの場合は2.3-3.2であった。IA-Aに対するK鋭値は1、8×10叫M,シアン(K言一
 6×10}5M),NaN3(K乞=1.5×10一M)及びアスコルビン酸(K乞に3×10-5M)
 等に阻害された。IAAとの反応中,酵素はいわゆるCOmpound顧と呼ばれる中間物質を
 経巾して,きわめて安定に酸化機能を維持した。
 mIAA存在下における西洋ワサビペルオキシダーゼの光感性物質への転換
 1)従来,1A■Aとペルオキシダーゼとの反応には強い興味が持たれてきたが,主にIAAの
 破壊についてのみ研究され、酵素の変化については未知のところが多く残されている。筆
 者は,黄化エンドウのペルオキシダーゼを使ってIAAとの反応中の酵素変化を検討しよう
 としたが,量が少いため,予備的に西洋ワサビのペルオキシダーゼを使って実験をすすめ
 た。その結果,きわめて興味深い躯実を発見した。
 2)西洋ワサビペルオキシダーゼのイソ酵素の1つ(CMセル・一ズ吸着型)にIAAを与え
 ると,IAAの酸化に伴って,酵素は徐々に緑色の物質に変化する。その吸収極大は403,
 530及び670mμで匝)つた(P670)。この反応を暗所で行なわせるとP670は次第に630mμ
 に吸収をもつ物質に変化する(P630)。1)630は暗所ではかなり安定であるが,光照射に
 よってただちに元のP670に戻る。更にこれを数分放置すれぱP'630が再形成される。こ
 の反応はIAAの存在下で何回でもくりかえすことができる。
 暗IAκ
P670P630
光
 この相互転換の系は,ジチオナイトで還元しても,アルカリピリジンを加えて,ヘムの
 第5,第6位にヒ。リジンを配位させても転換機能は失われない。しかしヒ。リジン配位型の
 両物質は不安定で,室温,20分位で吸収極大を460mμにもつ黄色の物質に変化する。こ
 れに酸素を導入すると吸収極大が395,530及び660mμにある安定した青色の物質を得
 る(P660)。P660は中島らによって研究されたへイグロビン代謝の際の中間物質,フォ
 ルミルビリベルジンと同一の吸収スペクトルなので,おそらく同じ構造をもつものと考え
 られた。
207
 4)一方,反応系中では安定に相互転換を行っていたP670をSephadcxやAm頃rlitc
 CG-50を用いて精製するとP630への転換能力が失われることからP670→P630には
 何らかの因子が必要だと思われた。様々な実験から,この因子は一酸化炭素であることが
 明らかになった。このことはヘム蛋臼に一酸化炭素の結合するパターンとよく一致し,こ
 れまでの実験データもよく説明しうる。即ち,IAAによってポルフィリン環を開裂された
 ペルオキシダーゼの鉄の第6位にH20が配位さてP670になるが,反応溶液中のCOが徐
 々 にこれと置換してP630になる。COは光照射で放出され,元の1)670が再形成される。
 この相互転換はCOが存在する限り続くものと思われる。
 5)IAAとペルオキシダーゼとの反応によって,IAAは酸化され,同時に一酸化炭素が発生
 することが朋らかになった。酵素も亦,緑色の光感性物質に変化することから,この系が
 何らかの生理作用を持つことも考えられ・植物の生活上,重要な役割を演じている可能
 性もある事が示唆される。
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 論文審査結果の要旨
 ペルオキシダーゼ(Perox)は過酸化水素の存在下で種々の基質を酸化する酵素であるが・酸素
 の存在下でアスコルビン酸,インドール酢酸(IAA)などを酸化する酸化酵素としても作用する。
 IAA綾化酵素系は,生長ホルモンの]つであるIAAの破壊系として興味深いが,その生体内で
 の意義を明確にした研究は少ない。本論文は,植物体から得られるPeroxにっき,その諸性質、
 IAAとの反応,生理的意義を検討したもので,3章より成る。
 第1竜では,まず,シュウカイドウの葉中から抽出しある程度精製したIAA酸化酵素が
 Peroxであることを種々の点から確認した。次に,植物体に短日処理を与えた場合,その葉中から
 得られるIAA酸化酵素の活性がどのように変化するかを調べた。その結果,活性は以前に本植物
 で知られている葉中IAA量の短日処理に伴なう変化と丁度逆の関係で増減することを見出し,こ
 の酵素が生体内IAA量の身、男節に関与することを示唆した。
 第2章では,黄化エンドウ動植物から抽出したPeroxの諸性質を調べた。カラムクロマトグラフr
 により2種のPeroxを得た。1っは421と530mμに,他は405,500,640mμに吸収極大を示
 す。前者はb型Peroxであり,後者はKCNに対する親和性,電気泳動における移動の模様などから
 前者の変型と認められ,夫々Peroxb,Peroxb'と名づけた。両者とも同様なIAA酸化作用を示
 した。
 第3章では,セイヨウワサビPerox(HRP)を用いて,IAA-Perox系における酵素側の変化を
 調べた。HRPはIAA存在下で緑色の物質に変化する。この物質は403,530,670mμに吸収極大
 を示す(以下P670とよぶ)。P670は暗処で次第に吸収極大が403,530,630mμを示す物
 質(P630)に変る。P630は光照射により直ちにP670にもどる。この反応はIAA存在下で何回
 でも繰返し得る。種々の実験から,この両物質は同一の発色団ホルミル'ビリベルジンを持つこと,
 COが両者の可逆的な変換に関与する1要因であることを示唆した。これらの諸結果からIAA-
 Perox系の生理的意義を考察している。
 以上,本論文は植物Peroxに関して種々の興味ある新知見を得,特にIAAとの反応に関連してそ
 の生理的意義の解明に貢献する所が極めて大きい。よって佐野浩提出の論文は理学博士の学位論文
 として合格と認める。
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